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Hemocyaninの2,3の 性 質 に つ い て

2.光 散乱に よる分子量

林 勝 哉 ・小 田 純 子

On the properties of hemocyanin solution 

 2. Molecular weights by light scattering 

     Katuya Hayasi and Junko Oda

緒 言

前報f)ではタラバガニ体液からヘモシアニンを単一成分に分離 し,その試料の超遠心によ

る分析を報告 した.本 報では同一試料につき光散乱法を用い,分 子量等を測定 した結果を

述べる.ヘ モシアニン分子 はグロブリン 系の蛋白質であ り,高分子量をもち,比較的球状に

近い分子型をとるため,光 散乱法による取扱いは簡単である.そ のため測定には特に光散

乱強度の角度分布曲線の標準を決めるとい う意味を加えて行つた.

実 験

1.試 料

前報で述べた試料及び同一溶媒を使用したが,透 析を完全にするため,少 くとも4日 間,

その間に1回 透析外液を取 り替えて透析 したものを試料とした.

2.除 塵

光散乱法に於ける最大の誤差の原因は,不 溶物及び浮雌する塵の為に起る所謂Tyndall

散乱であり,特 に小角散乱に強 く影響を与え計算及び外挿法を不確かにす る.除 塵法は既

述2)の 方法を用い,そ の適否を再検討した.

3.光 散 乱

測定装置 としては,ブ ライスーフェニックス光散乱光度計1000型3)及 び示差屈折計4)を

使用した.

散乱強度と分 子量の関係は,分 子の直径が波長の1/20以下 の小分子 に対 しては,次 式で

与えられる.

こ こでRBは 角 θ(光 の進 行 方 向 を θ=0と す る.)に 於 け る換 算 散 乱 強 度,Cは 濃 度

g/ml,Mは 重 量 平 均分子 量,Bは 第2ビ リアル 係 数,(n-n。/C)=dn/dCは 比 屈 折 率 増



加,n1n0,矯は夫 々溶液及び溶媒の屈折率,λ は波長mμ,N・ はアボガ ドu数 である.し か し

巨大分子(直 径が波長の1/20以 上)の 場合は同一分子内で散乱点を異にする散乱光の光路

差が波長に近 くなり,そのために干渉効果が現れ,散乱強度を減少せしめる.こ のために巨

大分子では,分 子内干渉の強 さの函数である粒子散乱因子,P(θ),を 用い,各 角度での実

測値を補正せねば,分 子量は求め得ない.こ のような場合には(1)は 次の如 く補正する.

KC/RB=M-F2BC+…/P(B)(1-E-cos='B)(2)

(2)を 用いてデーターを整理 して分子量を得る..P(の は角度及び分子の大きさ,型 の

函数であり,分 子量を求めれば,分 子型を決めることにより,分子の直径又は棒状であれば

その長さ等がP(θ)か ら求められ る.実 験では1350と45。 に於ける散乱強度の比から,

P(θ)を 求める.P(θ)は 角度 θの増加により単調に減少する凾数で,θ＝0で はP(θ)-1

になる,即 ちi1で は干渉効果はなくなる.実 際にはθ＝0に 於いては散乱光の実測は不

可能であるから,各種角度(30。～135。)で 測定した値をθ＝0に 外挿 した値を用いる.叉 こ

のようにして求めた強度は濃度が うす くなれば,徐 々に増加する傾向を有するので,C→0

に外挿 した値を採用せねばならぬ.こ れ らの理由により,本 実験では,θ=0,C＝0に二重

外挿するZimmPlots)法 を採用した.叉 ヘモシアニンは等電点近傍では単 一で比較的球

状 に近 い分 子 で あ る か ら,zimmP1・tを とつ 暢 合に,KC/R・ と ・ins2と のpl・tは

直線になるものと推定される.筆 者等が用いた試料は,現在 まですべて重合度分布の大きい

合成高分子や又は解離・会合系で繊 分が共存するものであつたので,KC/R・ と・.8in'2の関

係は直線にならず,二 次曲線を示 した.そ のため曲線に寄与する不純物の影響が定量的に,

Fig. 1. Scatterings at  90° direction. Scale for No. 4 was divided by 0.1.



Table 1. Summary data of light scattering of hemocyanin solutions.

特 に小 角 度 に お い て,求 め る こ とが 困難 で あ つ た.こ れ らの試 料 と同 一条 件 の調 製 法 を 用

い て ヘ モ シ ア ニ ン溶 液 を 測 定 し,両 者 の比 較 か ら調 製 法 も再 検 討 した.

各 種 測 定 の 条 作 は 表 に 示 した 如 くで あ る.夫 々 の90。 に 於 け るKC/f～9」 と 濃 度 との

plotを 第1図 に示 した.個 々の 曲線 のY軸(KC/1～9。 軸)に 干 渉 効果 を 補正 して は じめ

て分 子 量 の逆 数 が得 られ るが,大 略 の 傾 向 は 判 断 し得 る.各 測 定 の 詳 細 は 第2～6図 に示

した.ヘ モ シ ア ニ ン溶 液 は着 色 し て い るか ら,そ の 補正 の必 要 が あ るが,低 濃 度 で 測 定 し且

っc=0に 外 挿 して い る の で,外 挿 値 自体 には 全 く着 色 の影 響 は 入 つ て こな い ので 問 題 は

な い がplot全 体 と しては,高 濃 度 部 の 着 色 のた め 多 少 変 形 した 模 様 に なつ た.し か し こ

れ は 何 れ の 計算 に も無 関 係 の 事柄 で あ る.又450/1350-Z,dissymmetrycoefacientを

纏 め て箏7図 で 表 した.こ れ は 分 子 の 長 さ の 画数 で あ る.以 上 の デ ー ターか ら求 め た 結 果

は 表 に大 略 を併 記 した.

考 察

試 料No.1(図2)は 超 遠 心 的 に は2成 分 で あ り,そ の うちS2。 の 値 の 大 きい 成分 が,完

全 会 絨 分 と撚 した が,図 か ら明 らカ・な よ うに,KC/x・ とsin2θ/2のpl・tは 滴 灘 で

直 線 に な る.低 濃 度 で僅 か に彎曲 す るの は,ヘ モ シ ア ニ ン分 子 の繰 返 し構 造(会 合 体)に 由

来 す る もの と考 え るが,明 確 な こ とは不 明 で あ る.

何 れ に して も,本 実 験 及 び以 前 に 用 い て い た除 塵 法 な どの操 作 は 充分 で あ る こ とが,再

確 認 され た.こ の試 料 の平 均分 子 量 は160万 で あ り,2成 分 の平 均 であ り,夫 々 の成 分 は

63%と37%含 有 され,そ の分 子量 比 は2:1で あ り,叉0.1Nacetate+0.1MNaC1,

pH6.2で の単 一 成分 の難 数 倍 の分 子量 を 夫 々の成 分 が もた ね ば な らぬ.そ れ 等 の こ とを併

考 す れ ばS2。 が 大 きい 成分 即 ち 完 全 会 合 成分 の分 子量 は240万 で,他 の成分 は120万 で あ

る こ とが 推 定 され る.事 実 そ の 平 均分 子 量 を 計 算 す れ ば164万 とな り,完 全 に実 測 値 と一

致 す る.即 ち完 全 会 合 分 子 の分 子 量 は240万 で あ り,No.1の 条件 で は この 成分 と1/2解

離 成 分 が 存 在 し て い る訳 であ る.

No,2(図3)は 超 遠 心 的 に は単一 成 分 に還 元 され る が,こ の 光 散 乱 は3図 に見 られ る よ

うに,極 低 濃 度 部 で強 く曲 る.ヘ モ シ ア ニ ン分 子 は 強 い 稀 釈 で解 離 が 進 行 す る と され て い

る の で,こ の 効 果 が僅 か に現 れ て い る もの と考 え る.そ の分 子 量 は60万 で あ り,1/4解 離



Fig. 2. Zimm Plot  (KC/Re vs sin2 2+KC) for No. 1. Z represents 
   value from KC/R90 corrected with dissymmetry coefficient.

Fig. 3. Zimm Plot by No. 2,

成 分 とし て,こ の 条 件 で は 単 … に存 在 して い る.前 述 の よ うに この 成分 も240万 の成 分 も

超 遠 心 に よ る沈 降 恒 数 に は差 が僅 か で あ る.

No.3(図4)即 ち0.1Nacetate+0.1MNaClpH5・0で は 単 … 成 分 で あ り,よ り等

電 点側 に存 在 す る の で,完 全 会 合 分 子 か 少 く と も112解 離 成 分 と考 えた と ころ,図 か ら明 か

な よ うに,稀 釈 と共 に解 離 を起 す と ころ の典 型 的 な解 離 曲線 が 得 られ た.こ れ に 類 似 の解

離 現 象 は イ ン シュ リン7),フ ィ ブ ロイ ン6)及 び ゼ ラチン8）等 で観 察 され て い る も の であ る.

即 ち高 濃 度(1.3%以上)で は1/2解 離 成分 と し て存 在 す るが,濃 度 が 小 に な る に従 つ て,

1/4解 離 成分 を 生 じ,c→oで は 完 全 に1/4解 離 成 分 のみ とな り,pH6・2の 値 と一 致 す る・



Fig. 4. Zimm Plot of No. 2 with typical dissociation curve. Asymptote 
         reaches to  8.5x10_7 corresponding to 1/2 dissociate.

Fig. 5. Double extrapolation (C—O, 8--4O) of No. 4.

ヘモシアニンの会合一解離の 支配因子は静電結合 であ り,当 然pH及 びイオン強度で左右

され,又 強い稀釈でも分裂に影響を及ぼす と報告されているが,そ の例は少 く,本試料はそ

の典型的なものの一つと考える.そ の機構については,更 に検討を要する.ア ル カリ側で

は更に解離が進行することはS2・ の値からも明かであるが,10,0'近 くの1/2及 び1/4解

離成分の共存で,分子 量が33万 と鱒:出されることから,主 成分は1/8解 離成分即ち分子

量30万 の 成分であることは容易に結論 される.変 性 した分子 の光散乱は6図 に示 した如

くである.超 遠心からも明かなように大分子から小分子まで連続して存在する.こ の分子

量は極めて大きく,nativeな ヘモシアニンに見られる解離…の規則性は全 く欠如 している.

各条件での分子の直径を表に掲げた.ア ルカリ側で大きい値を示すのは,所謂 フォルディ

ング型か らアンフォルディング に移行する傾向をしめし,他 種蛋白と全 く同一な性質であ

る。ヘモシアニンは球状分子 とされているが,1/4解 離成分に比し,全会合分子 或は1/2解



Fig. 6. Zimm Plot of No. 5 having large molecular distribution.

Fig. 7. Dissymmetry coefficient vs concentration. Numbers 

          correspond to sample No. in Table, 

 0:2, •:3.

離成分の直径は,分子量比だけ増加している.即 ち1/4解 離成分 までの会合は単位分子が球

状に重合 し,次 に1/4解 離成分が 単位 となりその長軸方向に会合すると結論出来る.こ の

解釈は前報で述べた沈降恒数が分子量に無関係に近 くなることに関す る説明と完全に一致

し,そ の説明を裏付けるものである.

要約すれば,ヘ モシアニン分子は最大240万 の分子量のものが等電点近 くの高 イオン強

度領域で存在し,このものはfpH,イ オン強度及び濃度によつて,階 段的に1/2,1/4,1/8等

に分裂解離することを確認し,そ の会合段階は1/4解 離成分を堺にして2種 の型が存在す

ることを述べた.
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Summary 

 In the previous report we stated that the hemocyanin has been ultracentri-

fugal purely isolated by means of repetitively isoelectrical precipitation. And 

we described here the results of light scattering measurements, which have 

been arranged with Zimm Plotting method. 

 Weight average molecular weight M=164 x 10 t and dissymmetry coefficient 

Z-1.22 had been obtained in 0.5 M acetate+ 0.5 M NaC1 solution, and over the 

ionic strength range 0.1-0.2 and pH 5.0 --6.2 in acetate buffer it has molecular 

weight of 60 x 101 and Z near unity, also at pH 8.8 with carbonate buffer M 
=33 x 1W, Z=1.07. Assuming that the hemocyanin molecule has sphere in shape, 

the diameter (2 x radius of gyration) of molecules are 97, 50>and 50 m,u respec-

tively. We concluded that though solution has had pH near isoelectric point 

if not higher ionic strength, whole protein was not appeared but only single 

dissociate. Since at 12=0.1 hemocyanin has consisted of two components, one 

63 % and another 37 %, it was found that larger molecule (whole protein) has 

molecular weight of 240 x 104 and smaller 120 x 10'. The effect of ionic strength 

to dissociation of hemocyanin was numerously reported by many investigators 

but concentration dependency of this phenomenon is still not clear. In pH 5.0 

curve of light scattering was very similar to insulin solution in low pH range 

and with dilution of hemocyanin solution associated molecule suffers the split-

ting into small molecule having one half molecular weight. It seemed that this 

will be not only characteristic of this hemocyanin sort but universal.


